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要約：神経膠芽腫（glioblastoma）は，手術加療だけでは完治が困難な悪性脳腫瘍であり，現
在は手術後，放射線療法と化学療法との併用加療が行われている．しかし，治療途中で抗癌剤
耐性や放射線耐性を得るために，glioblastoma の根治療法とは なり得ていない．放射線耐性
因子のひとつに p53 がある．p53 はアポトーシス制御に重要な関わりを持つ．細胞に放射線を
照射するとDNA障害が起こり，p53 が活性化されアポトーシスに関連する標的遺伝子の転写
を制御する．しかし，glioblastoma の 50％は p53 遺伝子の欠損または p53 遺伝子変異が認め
られるため，転写活性化能が低下し，p53 経路アポトーシス誘導機構が働かずアポトーシスへ
導かれない．そのため，細胞は放射線感受性が低く，放射線に対し強い抵抗性を示す．アポ
トーシス誘導は重要な癌抑制機能であり，化学療法，放射線治療など治療感受性に関与してい
る．近年，この遺伝子の転写を制御するmiRNAが報告されている．miRNAは，19 ～ 23 塩
基対からなる small RNAで，複数のタンパク質と複合体を形成して標的となるmRNAの 3’
非翻訳領域（3’UTR）に結合し，遺伝子発現の転写後抑制を行う．本研究では，p53 変異型で
ある T98G 神経膠芽腫細胞，p53 野生型のA172 神経膠芽腫細胞を用いて p53，Bcl-2，Bax，
Caspase-9 活性値の発現，および p53 アポトーシス経路の遺伝子を制御するmiRNA発現解析
を行った．A172 細胞の p53 発現とmiR-34a，T98G 細胞の Bcl-2 発現とmiR-21 が強く p53 ア
ポトーシス誘導経路に関与し，放射線治療効果に影響を及ぼすことが示唆された．
キーワード：Glioblastoma，p53，miRNA
　原発性脳腫瘍のうち，悪性脳腫瘍である神経膠芽
腫（glioblastoma）は悪性度が極めて悪く，脳幹部
での腫瘍発生が特に予後が悪い．膠芽腫の治療法と
して外科的摘出術と化学療法，放射線照射が有効と
示されている．放射線治療は残存腫瘍が認められる
場合や，病巣が散在している悪性腫瘍に適応され
る．放射線は増殖細胞や酸化細胞ほど感受性が高く
治療効果が高い1）．腫瘍により放射線の感受性は異
なるが，膠芽腫は増殖能力が高いために放射線の感
受性が高く，一時的に増殖が停止するが，治療途中
で放射線耐性を得て局所再発するなど治療の妨げに
なる要因がある．
　放射線耐性因子としてTP53BP1 が報告されてい
る．TP53BP1 は DNA損傷応答のシグナル関連遺
伝子で，p53 の蓄積を促す p53DNA-Binding Protein
である．TP53BP1 は放射線に耐性を示し，放射線
量が増えると遺伝子発現量も増大し耐性が増す．
A172 ヒト神経膠芽腫細胞（p53 野生型）と T98G
ヒト神経膠芽腫細胞（p53 変異型）に放射線を
60 Gy まで照射し遺伝子の発現量を観察すると，非
照射細胞と比べてA172 細胞では 25 倍，T98G では
5.5 倍の TP53BP1 遺伝子発現増加が報告されてい
る．TP53BP1の放射線量依存的増加によりアポトー
シスを誘導する遺伝子の転写活性が抑制されて細胞
死が起こらず，治療効果を低下させることも報告さ
れている2）．
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　近年，特定の遺伝子を標的とした「分子標的治
療」が注目され，従来の抗癌剤などの治療に替わる
治療法として研究されはじめてきている．miRNA
も分子標的治療ターゲットの一つである．アポトー
シスの遺伝子発現に関与するmiRNAを特定し，特
定の遺伝子発現を調節することで放射線に耐性を示
している癌細胞をアポトーシスに導くことができる
と考えられる．
　われわれは，放射線照射のDNA障害により，ア
ポトーシスを起こす遺伝子の転写を活性化または抑
制してアポトーシスを制御する p53 に注目した．
p53 遺伝子の発現を抑制するmiRNAや，アポトー
シスを起こす遺伝子を強発現させるmiRNAを検索
することで，放射線耐性を得た glioblastoma 細胞
や，p53 遺伝子変異を持つ glioblastoma 細胞をアポ
トーシスに誘導することが可能になると考えた．本
研究では，p53 変異型であるT98G 細胞，p53 野生
型のA172 細胞を用いて 60 Gy 照射までの放射線耐
性株を作成し，アポトーシス関連タンパク質 p53，
Bcl2，Bax，Caspase-9 を解析した．さらに，放射
線耐性細胞株が示す抗アポトーシスを制御する
miRNAを検索した．
研 究 方 法
　1．使用細胞と培養条件
　T98G ヒト神経膠芽腫細胞，A172 ヒト神経膠芽
腫細胞（Japanese Cancer Resources Bank）を使
用した．培養液は D-MEM/Ham’s F-12（WAKO 
048-29785, Osaka）に 10％非働化ウシ胎児血清と
100 units/ml ペニシリン，100 mg/ml ストレプトマイ
シンGIBCO Penicillin-Streptomycin liquid（Catalog 
Number 15070063）（Invitrogen, CA, USA）を加え
た．37℃ 5％インキュベーターにて培養を行った．
　2．放射線照射条件
　線質は 4MV・X線，線量率は 2 Gy/min, 照射野
は 25× 25 cm，照射深度は 4.0 cm（室温）の照射条
件でMEVATRON KD2/50（TOSHIBA, Tokyo）を
用い照射した．直径10 cmシャーレに2×105 cell/dish
を継代し，2 Gy/1 回/1 day で X 線照射を行った．
未照射細胞と 30 Gy まで照射細胞が揃ったところで
同時にタンパク解析，およびmiRNA解析を行った．
　3．P53，Bcl-2 の ELISA測定
　1×106 cell/dishを1.5 mlエッペンチューブに集め遠
心後，phosphate buﬀ er salineにて洗浄した．1mM
の PMSF と Protease inhibitor cocktail（Sigma 
P8340, 0.5μl/ml）に，Cell Lysis Buﬀ er4（80-1339）
（Enzo Life Sciences, New York）を加えて氷上で
15 min incubate 後，上澄サンプルを採取した．
　p53 は，TP53 Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay kit（E90928Hu）（Uscn Life Science Inc., 
China）， Bcl-2 は，Bcl-2 Enzyme-linked Immuno-
sorbent Assay kit（E90778Hu）（Uscn Life Science 
Inc., China）を使用し，蛍光分光光度計プレート
リーダーで測定した（λ＝450 nm）．
　4．Caspase-9 activity の測定
　Caspase-9 substrate は，LEHD-7-amino-4-triﬂ uoro 
methyl coumarin（AFC）を用いた（cat.#218748）
（CALBIOCHEM, Darmstadt）．1×106 cell/dish を
遠心後，phosphate buﬀ er saline にて洗浄した．Cell 
Lysis Buﬀ er4 を加えて氷上で 10 分反応後，細胞溶
解液をサンプルとした．サンプルにReaction buﬀ er
（10 mM DTT含有）を 2 mM Caspase-9 substrate
を加え蛍光分光光度計プレートリーダーで測定した
（ex: 400 nm-em: 505 nm）．
　5．BAXの ELISA測定
　4× 105 cell/dish を phosphate buﬀ er saline で洗
浄後，Cell Lysis Buﬀ er4 で混和しサンプルとした．
　Bax（human）EIA kit（ADI-900-138）（Enzo 
Life Sciences, New York）を使用し，蛍光分光光
度計プレートリーダーで測定した（ex: 450 nm-
em: 590 nm）．
　6．miRNA測定方法
　Total RNA は，RNeasy Mini Kit（QIAGEN, 
Tokyo）にて抽出した．Total RNA （10～ 40μg）か
ら RT2 qPCR-Grade miRNA Isolation Kit（MA-1）
（SABiosciences, Tokyo）を使用してmiRNA を抽
出後，逆転写して cDNAを合成した．RT2 miRNA 
PCR Array System（SABiosciences, Tokyo, Japan），
ABI PRISM 7000 Sequence Systemを用い PCR初
期活性化ステップ 95℃，10 分（1cycle），PCR 変
性は 95℃ 15 秒，アニーリング 60℃ 30 秒，エクス
テンション72℃ 30秒（40 cycles）でPCRを行った．
データ解析は⊿⊿Ct 法で行い（Original expression 
Level＝2－⊿⊿Ct），放射線照射した細胞の Ct 値／未
照射細胞Ct の比で換算した．
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結 果
　1．p53 発現量
　p53発現量はA172細胞のコントロールで4.44 pg/
μg protein，30 Gy で 6.7 pg/μg protein（p＝0.7），
A172 細胞の 60 Gy で 4.47 pg/μg protein（p＝0.9）
だった．未照射と比較した 30 Gy 照射後細胞で 1.5
倍増加が観察され，未照射と比較した 60 Gy 照射後
細胞はコントロールと同程度であった．T98G の
p53 発現量はコントロールで 7.4 pg/μg protein，
30 Gy 照射後細胞で 5.5 pg/μg protein（p＝0.1），60
Gy 照射後細胞で 3.9 pg/μg protein（p＝0.06）で
あった（Fig. 1）．
　2．Bax 発現量
　Bax の ELISA 測定による発現量はA172 細胞の
コントロールで 85.3 pg/μg protein，30 Gyで 151 pg/
μg protein（p＝0.04），60 Gy で 66 pg/μg protein
（p＝0.04）だった．未照射と比較した 30 Gy 照射後
細胞で 1.7 倍増加が観察され，未照射と比較した
60Gy 照射後細胞で 0.7 倍低下した．T98G 細胞の
Bax 発現量はコントロールで 91 pg/μg protein， 
T98G細胞の30 Gyでは7.5 pg/μg protein（p＝0.2），
60 Gy では 153 pg/μg protein（p＝0.5）が観察さ
れた（Fig. 2）．
　3．Bcl-2 発現量
　A172細胞によるBcl-2は，コントロールで1.65 ng/
μg protein，30 Gy で 1.53 ng/μg protein（p＝0.6），
60 Gy で 1.75 ng/μg protein（p＝0.5）に低下した．
T98G 細胞の Bcl-2 発現量はコントロール 1.87 ng/
μg protein，30 Gyでは 2.15 ng/μg protein（p＝0.6），
60 Gy では 1.55 ng/μg protein（p＝0.05）に低下し
た（Fig. 3）．
　4．Caspase-9 活性値
　Caspase-9 活性値は A172 細胞のコントロール
975μmol/mg protein/hr に対し 30 Gy 83000μmol/
mg protein/hr（p＝0.004），60 Gy で 42000μmol/
mg protein/hr（p＝0.065），T98G 細胞のコントロー
ル 1999μmol/mg protein/hr に対し 30 Gy で 37000
μmol/mg protein/hr（p＝0.12），60 Gy で 48000μ
mol/mg protein/hr（p＝0.04）を示した（Fig. 4）．
　5．miRNA発現解析
　p53 を制御するmiR-34a の A172 細胞 30 Gy 照射
は，未照射コントロールに対し 0.17 倍，60 Gy では
18.7 倍，T98G 細胞の 30 Gy は未照射のコントロー
ルに対し 0.026 倍，60 Gy では 0.0028 倍であった．
miR-21 は，A172 細胞の 30 Gy は未照射コントロー
ルに対し 4.08 倍，T98G 細胞の 30 Gy は未照射コン
トロールに対し 1.2 × 10－8 倍，60 Gy では検出され
なかった．miR-222 は，A172 細胞では 30 Gy は未
照射コントロールに対し 1.29 倍，T98G 細胞の
Fig. 1　p53 Quantity of protein
Fig. 3　Bcl-2 Quantity of protein
Fig. 2　BAX Quantity of protein
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30 Gy は未照射コントロールに対し 5.5 × 10－6 倍，
60 Gy では検出されなかった（Table 1）．
考 察
　アポトーシス標的遺伝子の発現誘導経路はミトコ
ンドリアを介し，遺伝子を発現させる経路である．
活性化した p53 がミトコンドリア内に局在化し，
膜電位を低下させてアポトーシス誘導タンパク質
Cytchrome C を放出する．Bcl-2 はミトコンドリア
膜に局在して膜透過性を制御し，Cytchrome C の
放出を抑制する抗アポトーシスの働きを持つ．
Cytchrome C は Apaf-1 と Caspase-9 と 結 合 し
Apoptosome 複合体を作り，Caspase-9 を活性化す
る．Active Caspase-9 は下流の Caspase-3 を活性化
してアポトーシスを誘導する（Fig. 5）．
　今回の研究結果から野生型A172 細胞では 30 Gy
放射線照射時に p53 発現量が高くなり，アポトー
シス誘導能が高くなることが明らかとなった．ま
た，60 Gy 照射時では 30 Gy 照射時よりも発現量が
低くなり，アポトーシス誘導能が低下していること
が示された．また，変異型T98G 細胞では，放射線
を照射するごとに p53 の発現量は減少し，放射線
量ごとにアポトーシス誘導能が低下していることが
示唆された．野生型A172 細胞では，増殖期にある
細胞の感受性が 30Gy で高くなるために増殖期細胞
がアポトーシスに導かれるが，その後放射線耐性を
得て，アポトーシスが減少したと考えられる．
T98G 細胞は p53 アポトーシス経路が破綻している
ため，放射線による感受性が低く放射線量ごとに耐
性を得る．p53 の遺伝子異常を持つ細胞は，変異特
異的な塩基置換によって p53 構造が変化している
ため，塩基配列に特異的なDNA結合能を失い下流
遺伝子を活性化できず転写活性化が抑制される．そ
の結果，下流遺伝子が活性化して起こるアポトーシ
ス誘導能が低下したと考えられる．
　miRNAは RNAの一部分が転写されたものであ
る．二本鎖 RNAに特異的なリボヌクレアーゼであ
るDrosha により 70 ～ 100 塩基のヘアピンRNAに
なったあと細胞質に移動し，二本鎖 RNAに特異的
なリボヌクレアーゼDicer によって切断され 19-23
塩基の miRNA が形成される．miRNA は複合体
RISC（RNA-Induced Silencing Complex）に結合し，
Fig. 4　Caspase9  Quantity of protein
Table 1　miRNA expression level
miRNA 細胞名 30 Gy/未照射 60 Gy/未照射
miR-21 A172 4.08 －
T98G 1.21 × 10－8 －
mir-125b A172 0.48 0.18
T98G 2.28 × 10－7 4.98 × 10－8
miR-222 A172 1.29 －
T98G 5.51 × 10－6 －
miR-34a A172 0.17 18.7
T98G 0.026 0.0028
The analysis by the ⊿⊿ Ct method. Irradiation cells 
Ct/ non-radiation cells Ct.
Fig. 5　Apoptosis Pathway after the irradiation
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その後mRNAに結合するが，部分的に相補的な配
列のためmiRNAが結合したmRNAは翻訳されず，
対応する遺伝子発現量は低下していく．miRNAの
発現が高ければmRNAターゲットの発現は低く，
miRNAの発現が低ければmRNAターゲット遺伝
子は転写因子などの他の要因によるコントロールを
受ける．miRNA は，ターゲットmRNAの 3’UTR
に結合することによりタンパク質の合成を阻害する
ため，miRNAは遺伝子制御に関与していると考え
られている3）．最近の報告では，miRNAが，DNA
修復経路の欠如と放射線感受性と相関することや
miRNAが，放射線照射後の細胞死と増殖を調整す
ることが報告されている4）．
　p53 を制御するmiR-34a は，p53 のターゲット因
子である．glioblastoma ではmiR-34a が腫瘍を抑制
し，アポトーシスの制御や細胞周期の停止に関与す
ることが報告されている．miR-34a の減少が p53 の
増加につながるため，medulloblastoma の化学療法
への応用としても検討されている5）．
　miR-34a は，A172 細胞 30 Gy は未照射のコント
ロールに対し 0.17 倍，60 Gy では 18.7 倍を示した．
miRNAの発現が高ければmRNAターゲットの発
現は低い．A172 細胞では p53 のタンパク質発現量
が 30 Gy 照射時よりも 60 Gy で抑制されているの
は，miR-34a の高い発現量にも起因していると考え
られる．30 Gy 照射時のmiR-34a は発現が低量のた
め，p53mRNAと p53 のタンパク発現量は高くなり
下流遺伝子の転写が亢進してアポトーシス誘導能が
高くなる．しかし，60 Gy ではmiR-34a は，高い発
現量を示すため，p53mRNAとタンパク発現量は低
くなり，下流遺伝子の転写は抑制されアポトーシス
も抑えられる．
　A172 細胞は 30 Gy から 60 Gy 放射線照射後の
p53 発現は弱まり，Caspase-9 活性値も低くアポトー
シスが抑制されていることから，A172 細胞は放射
線量ごとに耐性を獲得していくことが示唆された．
miR-34a の T98G 細胞 30 Gy は未照射細胞に対し
0.026 倍，60 Gy で 0.0028 倍と，照射量が高くなる
ごとに低値を示した．しかし，放射線量が高くなる
にしたがい，p53 の発現は低くなった．
　以上の結果からT98G 細胞において，p53 と miR-
34a 発現は関係しないことが明らかとなった．T98G
細胞は，放射線を照射することによってmiR-34a
と p53 タンパク質発現は抑えるが，Caspase-9 は線
量依存的に高くなり，増殖期細胞はアポトーシスへ
と誘導されている．T98G 細胞は，変異型であるた
めに p53 遺伝子を調節するmiR-34a の影響を受け
難いか，または，miR-34a 発現量が微量のために，
mRNAの転写抑制力が十分でない可能性も考えら
れる．
　放射線によってDNA損傷が大きく修復不可能で
あるとミトコンドリア膜の透過性制御を促進するタ
ンパク質Bax の転写活性化が起こり，Caspase-9 か
ら Caspase-3 が活性化されアポトーシスが起こる．
Bax を制御するmiRNA は，miR-21 6），miR-222 7），
miR-34a 8）が報告されている．miR-222 は A172 細
胞における 30 Gy 照射後細胞はコントロールに対し
1.29 倍認められ，miR-21 は A172 細胞の 30 Gy 照
射後ではコントロールと比較して 4.08 倍を示した．
A172，T98G 細胞とも 60 Gy では検出されなかった．
A172 の 30 Gy 照射後細胞ではmiR-21，miR-222 と
もコントロールより高値を示したが，Bax のタンパ
ク質の発現量はコントロールと比較して 30 Gy 照射
では 1.7 倍増加が認められている．T98G 細胞の
30 Gy照射後では未照射細胞と比べてmiR-222は5.5
× 10－6倍，miR-21も 1.2× 10－8倍と微量を検出し，
コントロールよりも低値を示した．Bax のタンパク
質発現量は 30Gy 照射後では未照射細胞に対し 0.08
倍に減少した．T98G 30 Gy 細胞では，Bax を制御
するmiR-21，miR-222 ともコントロールよりも低
値を示したが，タンパク発現も低値を示したことか
ら，Bax タンパク発現量は，miRNAの発現量に関
係しないことが明らかとなった．
　Bcl-2 は，glioblastoma 細胞では Bax と同じmiR-
21 が発現を制御している6）．miR-21 発現は，A172
細胞の 30 Gy 照射後細胞は未照射細胞に対し 4.08
倍を示した．Bcl-2 タンパク質発現はmiR-21 の作用
によって 0.92 倍と発現が抑制されている．T98G 細
胞 30 Gy 照射後細胞は未照射細胞に対しmiR-21 は
1.2 × 10－8 倍と微量を検出しmiR-21 の作用によっ
てBcl-2 発現量も 1.15 倍増加を示した．これらの結
果から A172 細胞 30 Gy 照射後の Bcl-2 発現はmiR-
21 の影響を受けて発現量が抑制されることが明ら
かとなった．30 Gy 照射後には，Bcl-2 発現は抑え
られ，Bax が増加しアポトーシス誘導タンパク質
Cytchrome C が放出される．Caspase-9 活性値は
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85 倍の増加を示し，アポトーシスを誘導するが
60 Gy 照射後は，抗アポトーシス因子 Bcl-2 発現は
増加し，Bax は 0.517 倍とアポトーシス誘導能が低
下するため，細胞が放射線耐性を得てアポトーシス
経路が阻害されていることが示唆された．
　また，T98G 細胞 30 Gy 照射後では，p53 の変異
によって Bax と結合できずに p53 の誘導能は放射
線照射量が高くなるに従って低く抑えられている．
しかし，抗アポトーシス Bcl-2 発現は増加を示し，
Caspase-9 活性値も 37000μmol/mg protein/hr と
高発現し，多くの細胞がアポトーシスに導かれてい
る．p53変異型60Gyではp53の発現によるアポトー
シス誘導能は低いが，Bax と Caspase-9 が増加しア
ポトーシスは増加していることから，転写非依存性
経路7）でアポトーシスが促進していることが示唆さ
れた．
　放射線照射によって活性化するp53 は，転写標的
遺伝子の転写調節領域に結合してアポトーシスを誘
導するため化学療法，放射線治療など glioblastoma
の治療に多く応用されている5）．細胞内の p53 経路
は，癌細胞の抑制に重要な働きを示す．しかし，
p53 遺伝子変異は，p53 アポトーシス経路の破綻を
おこすため，アポトーシス誘導機構が働かず，放射
線感受性が低くなり放射線に対し強い抵抗性を示す
ことから p53 遺伝子変異を持つ glioblastoma は治
療途中で放射線耐性を示し，翻訳後修飾や転写下流
遺伝子，細胞周期チェックポイントやアポトーシス
誘導機構に影響を及ぼす8）．
　本研究から，放射線耐性を得た細胞でもmiRNA
の働きを制御することで，アポトーシスが亢進し治
療成績が上がる可能性が示唆された．すなわち，
A172 細胞の放射線照射では，あらかじめmiR-34a
の発現を抑制することで，高線量照射時にも細胞は
耐性を得ることなく，p53 の mRNAおよびタンパ
ク質発現量が増加し癌細胞をアポトーシスに導くこ
とが可能になると考えられる．また，p53 アポトー
シス経路が破綻しているT98G 細胞は p53 を制御す
るのではなく抗アポトーシス因子 Bcl-2 を制御する
ことで癌細胞をアポトーシスに導くことができる．
miR-21 発現を増加させることで抗アポトーシス因
子 Bcl-2 発現は抑制されアポトーシスは亢進するも
のと考えられる．
　p53 の塩基配列特異的転写活性化は p53 アポトー
シス活性に関わる癌抑制に重要な機能である．今後
は p53 の欠失や変異によって放射線耐性が得られ，
アポトーシスが阻害される細胞が，放射線照射後で
もmiRNAによって p53 転写活性を高め，癌細胞を
アポトーシスへ誘導することが放射線感受性を高め
る遺伝子治療の手段として重要な課題であると考え
る．ヒト癌の 50％は p53 遺伝子の欠損または p53
遺伝子の変異が報告されている．p53 が変化した変
異型の p53 タンパク質は野生型と比較して半減期
が長く，低い転写活性を示し，癌化を誘導する
（dominant negative）．神経膠腫では 80％に p53 の
遺伝子異常が検出されている9）．p53 は治療感受性
に関わるとともに，生存率や予後に関わる因子であ
る．Huncharek らによると TP53 変異は 5 年生存
率の負の予後因子であり，TP53 の変異の有無が生
存期間，無病生存期間に関する独立予後因子である
と表している10）．今後は p53 変異型の glioblastoma 
細胞の転写非依存性経路を調節するmiRNAの研究
がさらに必要と考えられた．
文 献
1） Friend SH, Bernards R, Rogelj S, et al : A hu-
man DNA segment with properties of the gene 
that predisposes to retinoblastoma and osteo-
sarcoma. Nature  323：643-646, 1986.
2） 福田　直，佐々木晶子，泉山　仁，ほか：神経
膠芽腫培養細胞の放射線照射による放射線耐性
と遺伝子発現．昭和医会誌　66：309-324，2006．
3） Carrington JC and Ambros V : Role of micro-
RNAs in plant and animal development. Science  
301：336-338, 2003.
4） Niemoeller OM, Niyazi M, Corradini S, et al : Mi-
croRNA expression profiles in human cancer 
cells after ionizing radiation. Radiat Oncol  6：
29, 2011.
5） Weeraratne SD, Amani V, Neiss A, et al : miR-
34a confers chemosensitivity through modula-
tion of MAGE-A and p53 in medulloblastoma. 
Neuro Oncol  13：165-175, 2011.
6） Zhou X, Zhang J, Jia Q, et al : Reduction of miR-
21 induces glioma cell apoptosis via activating 
caspase 9 and 3. Oncol Rep  24：195-201, 2010.
7） Chen L, Zhang J, Han L, et al : Downregulation 
of miR-221/222 sensitizes glioma cells to temo-
zolomide by regulating apoptosis independently 
of p53 status. Oncol Rep  27：854-860, 2012.
8） Chaudhry MA, Sachdeva H and Omaruddin 
RA : Radiation-induced micro-RNA modulation 
in glioblastoma cells differing in DNA-repair 
p238田中俊生1012.indd   243 2012/11/19   9:55:46
田　中　俊　生・ほか
244
pathways. DNA Cell Biol  29：553-561, 2010.
9） Ohgaki H, Eibl RH, Wiestler OD, et al : P53 mu-
tations in nonastrocytic human brain tumors. 
Cancer Res  51：6202-6205, 1991.
10） Huncharek M, Kupelnick B, Geschwind JF, et 
al : Prognostic signiﬁ cance of p53 mutations in 
non-small cell lung cancer: a meta-analysis of 
829 cases from eight published studies. Cancer 
Lett  153：219-226, 2000.
p238田中俊生1012.indd   244 2012/11/19   9:55:46
膠芽腫培養細胞の放射線照射とmiRNA発現解析
245
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　Abstract 　　 Glioblastoma is a malignant brain tumor which is diﬃ  cult to completely cure by surgi-
cal treatment and consequently in attempt for cure it is treated with a combination of radiotherapy and 
chemotherapy following surgery.  Unfortunately however, these procedures are not curative for this type 
of tumor due to the development of resistance to anticancer drugs and radiation during treatment.  P53 
is a radiation-resistant factor.  It plays an important role in apoptosis regulation.  When cells are irradiat-
ed DNA is injured; P53 is then activated and it regulates the transcription of the target genes related to 
apoptosis.  However, the p53 gene is defective or mutated in 50％ of glioblastoma cases, thereby impair-
ing the transcription activation capability, and thus the P53 apoptosis induction pathway does not func-
tion and apoptosis is not induced.  Accordingly, the cells are less radiosensitive and show marked resis-
tance to radiation.  Apoptosis induction is an important cancer-suppressive function and it determines the 
sensitivity to treatments, such as chemotherapy and radiotherapy.  miRNA which regulates this gene 
transcription has recently been reported.  miRNAs are small RNAs comprised of 21-23 base-pairs.  They 
bind to several proteins to form complexes, and bind to the N-terminal of the target mRNA for the post-
transcriptional inhibition of gene expression.  In this study, we analyzed the protein expression of P53, 
Bcl-2, Bax, and Caspase9 and miRNA expression-regulating genes involved in the P53 apoptosis pathway 
using a P53 mutant, T98G glioblastoma cells, and P53 wild-type A172 glioblastoma cells.  Regarding miR-
NA, the involvement of P53-regulating mi-125b, mi-34a, mi-504, mi-380-5P, mi-885-5P, mi-145, Bax-regulat-
ing mi-21, mi-222, and mi-34a, and mi-21-regulating Bcl-2 and Caspase9 was suggested.  In particular, P53 
and mi-34a expressions in P53 wild-type A172 cells and Bcl-2 and mi-21 expressions in the P53 mutant 
type were closely involved in the P53 apoptosis induction pathway, suggesting their strong inﬂ uence on 
the eﬀ ect of radiotherapy.
Key words :  p53, miRNA, glioblastoma
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